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Analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni analyzu

exopolysacharidi bakterii mlééného kvaseni

Souhrn

Nékteré mikroorganismy, mezi nimi i bakterie mlééného kvaseni, maji schopnost produ-
kovat exopolysacharidy, jez naSly vyuziti v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém
prumyslu i v dalSich primyslovych odvétvich. Exopolysacharidy jsou rozdélovany do dvou
hlavnich kategorii, na homopolysacharidy a heteropolysacharidy. Pro stanoveni obsahu exopoly-
sacharidl je vyuzivano metod kvalitativni a kvantitativni analyzy. Prvni zminény typ analytické
metody podava vyhodnoceni o tom, z jakych latek je analyzovany vzorek slozen. Pro podrobngéj-
$i informace o zkoumaném vzorku je potieba pouzit i metody kvantitativni analyzy, diky niZ jsou
ziskany podrobnosti 0 mnozstvi jednotlivych ve vzorku obsazenych latek. K nejpouzivanéj$im
kvalitativnim analytickym metodam patii plotnové metody, viskozimetrie a mikroskopické ana-
Iyza obrazu. Infraervena spektroskopie, kolorimetrie, chromatografické metody, PCR metody

a spektrofotometrické metody jsou velmi pouZivané metody analyzy kvantitativni.
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Analytical methods for qualitative and quantitative analysis

of lactic acid bacteria exopolysaccharides

Summary

Some microorganisms including lactic acid bacteria have the ability to produce exopoly-
saccharides. The exopolysaccharides are used in food processing, pharmaceutical and cosmetic
industry and in other industries as well. Exopolysaccharides are divided into two main catego-
ries, homopolysaccharides and heteropolysaccharides. Methods of qualitative and quantitative
analysis are used for exopolysaccharide determination. The first mentioned type of analytical
methods brings information about presence of the analysed compounds in the sample. For more
detailed information about the analysed compounds there is a need to apply methods of quantita-
tive analysis which are enabled to obtain details about the amount or molecular structure of these
substances. The most widely used methods of exopolysaccharide qualitative analysis are plate
and rheometry methods and microscopic analysis of image. Infrared spectroscopy, spectropho-
tometry, chromatography and PCR are frequently applied methods in quantitative analysis of

exopolysaccharides.
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1. UVOD

Rostouci poptavka spotiebitelti po ptirodnich, zdravych a nizkokalorickych potravinach
zvysila zdjem mlééného primyslu o produkci nizkotuénych a odtuénénych kysanych mlécnych
vyrobkl a syri. Avsak odstranéni tuku ma nékolik nezadoucich G¢inkt na jejich technologické
vlastnosti. Jedna se zejména o zhorSeni chuti, textury a reologickych vlastnosti. Re§enim mize
byt pouziti mlékaiskych kultur syntetizujicich exopolysacharidy, jejichz funkéni vlastnosti
umozni produkovat nizkotucné fermentované mlééné vyrobky a syry s parametry srovnatelnymi
S plnotu¢nou variantou. Z tohoto diivodu se v poslednich letech dostaly do popiedi z4jmu mléka-
renského priimyslu mikrobidlni exopolysacharidy.

Mnoho mikroorganismii ma totiz schopnost syntetizovat extracelularni polysacharidy
a vylucovat je ven z buiky jako rozpustné ¢i nerozpustné polymery. Bakteridlni biopolymery
byly rozpoznany jako potencialné prumyslové dulezity material, ktery postupné prokazuje eko-
nomicky srovnatelnou hodnotu s pfirodnimi gumami produkovanymi moiskymi fasami a dal$imi
rostlinami. Ruznorodé exopolysacharidy produkované bakteriemi maji zajimavé fyzikalné-
chemické vlastnosti a jsou zpravidla oznaCovany jako ve vodé rozpustné. Mimo mlékarenstvi
nasly rozsahlé vyuziti v potravinovém, farmaceutickém a kosmetickém primyslu i1 v dalSich
primyslovych odvétvich.

Vyznamny vliv ma typ a mnoZstvi EPS produkované BMK na texturu a reologii mléc-
nych vyrobkil. K tomuto ucelu byla vyvinuta fada kvalitativnich 1 kvantitativnich analytickych

metod.



2. CiL

Cilem bakalaiské prace je zpracovani literarni reserSe shrnujici principy a pracovni po-
stupy analytickych metod, které¢ jsou Vv soucasnosti pouzivany pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu exopolysacharidi bakterii mlééného kvaseni. Hypotézou je, ze byly vyvinuty metody
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu exopolysacharidii bakterii mlécného kvaseni vhodné

k jejich charakterizaci v matrici mlé¢nych vyrobkii.



3. LITERARNI RESERSE

3.1. EXOPOLYSACHARIDY BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Mikrobialni polysacharidy jsou déleny do 3 zakladnich kategorii, na intracelularni poly-
sacharidy, stavebni polysacharidy a extracelularni polysacharidy neboli exopolysacharidy (EPS).
Jako EPS jsou oznacCovany polysacharidické latky syntetizované bakteriemi a mikrobidlnimi
buitkami vylu¢ované do vnéjsiho prostfedi nebo polysacharidy syntetizované extraceluldrnimi
bunéénymi enzymy (Kumar et al., 2007; Ruas-Madiedo et al., 2002).

Nékteré kmeny bakterii mlééného kvasSeni vylucuji polysacharidy bud’ ptidruzené
K bunééné sténé bakterie, nebo tyto vypousti volné do média. Termin EPS oznacuje jakykoliv
typ extracelularniho polysacharidu. EPS hraji dtlezitou roli ve zlepSovani fyzikalnich vlastnosti
fermentovanych mlé¢nych vyrobku, kde plni funkci in-vivo produkovaného stabilizatoru, emul-
gatoru a zelirovaciho ¢inidla. Kromé toho mohou pusobit exopolysacharidy bakterii mlééného
kvaSeni pozitivné na lidské zdravi. Bylo zjiSténo, ze nékteré z nich snizuji hladinu cholesterolu,
pusobi protirakovinné a maji prebioticky ucinek (Kumar et al., 2007).

Historie objevu bakterialnich EPS saha do poloviny 19. stoleti a prvni zminka je spojova-
na s objevem EPS ve ving, ktery se stal pozdéji znamym jako dextran. Dale byl identifikovan
I mikroorganismus odpovédny za jeho produkcei, Leuconostoc mesenteroides. Pokroky ve védeé
vedly k vyuziti bakterialnich enzymu pro biosynteticka studia, takze byly objasnény podrobnosti

o metabolickych cestach pro utvafeni téchto biopolymerti (Nwodo et al., 2012).

3.1.1 Obecna charakteristika

Schopnost produkovat EPS je znama u mnoha druhG gram-pozitivnich a gram-
negativnich bakterii, hub a n¢kterych fas. Bakterialni EPS se vyskytuji ve dvou zakladnich for-
mach (De Vuyst and Degeest, 1999; Kumar et al., 2007):

1) Jako kapsule (kapsularni polysacharid), ktera je sdruzena s povrchem buiky
a miiZze byt kovalentné€ vazana.

2) Jako sliz, ktery je voln¢ exkretovany do okoli buriky bez nutnosti se na ni pevné
vazat (tahlovit¢é BMK). Vyskyt slizuje je pfipisovan koloniim bakterii péstovanych na agarovych
mediich v laboratofich (Kumar et al., 2007).

Kapsularni polysacharidy jsou charakterizovany dle bakterialni serotypizace jsou zaloze-

né na reaktivité specifickych protilatek, casto tvofenych i u vyssich zivocCichu, za pouziti refe-



ren¢nich kment urcitych druhti bakterii. Strukturdlni diverzita polysacharidii vede k riznym re-
akcim protilatek, coz se odrazi v nalezu velkého poctu serotypti zjisténych u bakterii téhoz druhu
(Kumar et al., 2007).

Vanhooren a Vandamme (1998) zjistili, ze EPS mohou byt vazany k bunééné sténé jen
v omezeném poctu mist. Povrchové vrstvy kovalentné vazanych polysacharidi jsou anatomicky
umisténé jako nejsvrchnéjsi kryti bunck bakterii. Povaha a slozeni kapsularnich polysacharidi je
zavisla na kmenu a strukturalni rozmanitost je vysoka. Napiiklad u kmene Escherichia coli bylo
charakterizovano vice nez osmdesat riznych druht kapsularnich EPS (Looijesteijn et al., 2000;
Schembri et al., 2004).

EPS tvoftici sliz pak mohou byt propojeny s molekulami polysacharidu o specifické délce,
jez jsou ukotveny v bunééné sténé (Kumar et al., 2007).

Historie objevu bakterialnich EPS saha do poloviny 19. stoleti a prvni zminka je spojova-
na s objevem exopolysacharidu ve ving, ktery se stal znamym jako dextran. Pozdé&ji byl identifi-
kovan i mikroorganismus odpovédny za jeho produkci Leuconostoc mesenteroides. Pokroky
ve védé vedly k vyuziti bakterialnich enzymi pro biosyntetickad studia, takze byly objasnény

podrobnosti 0 metabolickych cestach pro utvafeni téchto biopolymert (Nwodo et al., 2012).

3.1.2  Déleni exopolysacharidia

Kategorizace EPS je komplikovana. Jejich velka rozmanitost umoznuje rozdéleni do ka-
tegorii, které je zaloZené na odliSné chemické struktufe, molekularni hmotnosti a typu vazby.

Druhym hlediskem pak je déleni dle funkce (Nwodo et al., 2012).

3.1.3  Déleni exopolysacharidii dle chemické struktury

EPS bakterii mlééného kvaseni (BMK) jsou jednoduché nebo slozené polysacharidy.
Mimo sacharidovych jednotek mohou zahrnovat také Sirokou Skalu proteind, glykoproteinii
a glykolipidu, v n¢kterych ptipadech i extracelularni DNA (Nwodo et al., 2012).

Z chemického slozeni vyplyva, ze EPS se mohou délit na dvé zakladni skupiny, homopo-
lysacharidy (HoPS) a heteropolysacharidy (HePS). HoPS jsou tvofeny jen jednim typem mono-
sacharidu, zatimco HePS jsou slozeny z nékolika opakujicich se zakladnich stavebnich jednotek,
které se lisi svou velikosti, jez jde od disacharidl az po heptasacharidy (Nwodo et al., 2012).

Rozdily mezi HOPS a HePS vsak nejsou jen v jejich chemickém slozeni a spojeni zaklad-

nich stavebnich jednotek, nybrz i v enzymech syntézu katalyzujicich. Mnozstvi vyprodukova-
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nych EPS je zavislé na druhu mikroorganismu a déle pak také na ristovych podminkach zahrnu-
jicich pH, teplotu, inkubacni dobu a kompozici zdroji uhliku, dusiku a kationtl (Heumann et al.,
1994).

3.1.4 Homopolysacharidy

HoPS jsou syntetizovany extracelularné nebo bunécnou sténou vazanou glykansacharo-
zou vyuzivajici sacharézu jako glykosylovy donor. Tento typ polysacharidl je dle stavebnich
jednotek rozdélen do tfech zakladnich skupin. Jedna se o glukany skladajici se z glukozy, frukta-
ny sestavajici z fruktozy a méné frekventované galaktany z galaktozy. V zavislosti na molekule
akceptoru je mozna i produkce oligosacharidl. Glukany lze dale rozd¢lit do dvou podskupin dle
typu vazby na a-D-glukany a f-D-glukany (Stewart-Tull, 1980; Nwodo et al., 2012; Petit, 2005;
Roger, 2002).

3.1.4.1 Dextran

Ptikladem syntézy HOPS je syntéza dextranu, ktery se sklada z jednotek glukozy spojené
a(1-6)-vazbou, s vétvenim a(1-2)- nebo a(1-3)-. Dextrany jsou syntetizovany gram-pozitivni
bakterii Leuconostoc sp., a tato reakce je katalyzovana enzymem dextransachardzou, znamym

také jako D-glykosyl-transferaza (Donot et al., 2012).

3.1.4.2 Levan

Znamym HoPS syntetizovanym mimo buriku je levan skladajici se z D-fruktozy spojené
S(2-6)-glykosydovou vazbou. Jeho struktura je znazornéna na obr. 1. Levan mize byt ziskavan
fermentaci sacharozy bakteriemi naptiklad Zymomonas mobilis nebo Bacillus subtilis ¢i enzyma-
tickou syntézou vyuzivajici sachar6zu jako substrat. Biosyntéza levanu je zavisla na extracelu-
larnim enzymu levansachardze, znamému téZz jako sacharoza-6-fruktosyltransferaza, f(2-6)-
fruktosyltransferaza a f(2-6)-fruktoza. Levansacharézu produkuje mnozstvi gram-pozitivnich
(G") bakterii zahrnujicich Bacillus sp., a gram-negativnich (G°) bakterii, kam patii Z. mobilis.
Levansacharoza je extracelularni enzym, jehoz funkci je katalyzovat syntézu levanu transfrukto-
sylaci sachar6zy. Enzym se pted vylou¢enim hromadi v periplazmé. Optimalni teplota pro synté-
zu levansachardzy zavisi na kmenu bakterii. Pro Z. mobilis je idealni teplota 0 °C, zatimco
pro B. subtilis se jedna o 10 °C. V extracelularnim prostfedi je levansachar6za produkovana
za kyselého pH. Jeji aktivita mize byt potlacena pritomnosti glukézy v zivném médiu a teplota-

mi nad 45 °C (Donot et al., 2012; Monsan et al., 2001; Shih et al., 2010).
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Obr. 1: Chemicka struktura levanu (Donot et al., 2012).

3.1.4.3 Pullulan

Pullulan je linearni HoPS sloZeny z glukdzy. Ve vétsin€ piipadu je popisovan jako poly-
mer slozeny z maltotriézovych sekvenci jednotek nasledujicich vazeb: a(1-4)-Glu-a-(1-4)-Glu-
a-(1-6)-Glu. Vyskytuji se zde i jiné typy vazeb, jako sekvence jednotek maltotetradzy: a(1-4)-
Glu-a-(1-4)-Glu-a-(1-6)-Glu-a-(1-6)-Glu. Struktura molekuly je znazornéna na obr. 2. Pullulan
je jako jediny zminény produktem plisni, ne BMK. Na rozdil od levanu je biosyntetizovan
V cytosolu a poté vyloucen do mimobunééného prostiedi. Bylo provedeno mnoho studii za uce-
lem definovani optimalnich podminek pro syntézu pullulanu. Z nich vyplynulo, Ze maximalni
syntéza pullulanu nastava pii pH 4,5, ackoli nejrychlejsi rast plisné Aspergillus pullulans byl
zaznamenan pii pH 6,5. Optimalni teplota pro produkci pullulanu je zavisla na kmenu A. pullu-
lans a pohybuje se v rozmezi od 24 do 30 °C. Produkci EPS ovliviiuji také stopové prvky, jako
jsou vitaminy zahrnujici biotin a thiamin a mineraly (chlor, mangan a Zelezo). Faze ristu a stari
kultury maji na syntézu pullulanu téZ vliv. Hlavni roli v jeho produkci vSak hraje vybér zdroje
uhliku, kterym muze byt glukdza, sachar6za nebo dextran, a jeho koncentrace v zivném médiu.
Ravella a kol. (2010) uvadi, ze sachar6za je ohledné stimulace produkce EPS efektivnéj-
§inez glukéza, fruktéza, xyldza nebo celobidza. Produkce pullulanu se 1i§i v ramci kmeni

A. pullulans v rozmezi od 1,3 g.I" do 52,5 g.I"* (Donot et al., 2012; Jiang, 2010; Wu et al., 2009).
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Obr. 2: Chemicka struktura pullulanu (Donot et al., 2012).

3.1.4.4 Curdlan

Curdlan je linearni HoPS bez vétveni. Sklada se ze 400 az 500 zbytkti D-glukozy spoje-
nych f(1-3)-glykosidovymi vazbami. Zakladni stavebni jednotka tohoto EPS je znazornéna
na obrazku 3. Curdlan je produkovan pievazné kmeny Agrobacterium sp., napiiklad Agrobacte-
rium radiobacter. Hlavnimi faktory ovliviiujicimi jeho produkci jsou koncentrace zivin, zejména
uhliku, dusiku a fosfore¢nanti, pH Zivného média a jeho provzdusnéni. Jin a kol. (2008) uvadi
optimalni pH o hodnoté 7 pro kultivaci Agrobacterium sp. a pro produkci curdlanu pH 4,5 spo-
le¢n¢ s optimalni teplotou mezi 30 az 32 °C. Bylo prokazano, ze nedostatek dusiku je spojen
s produkci EPS béhem staciondrni faze ristu. Hlavnim primyslovym zdrojem uhliku uzivanym
k produkci curdlanu je v dnesni dobé glukédza. Dalsimi zdroji energie vhodnymi pro produkci

tohoto HoPS jsou taktéz sachar6za a melasa (Donot et al., 2012).

CH,OH CH,OH
0
HO
o OH
m\H 0
0 H

n

Obr. 3: Chemicka struktura curdlanu (Donot et al., 2012).
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3.1.5 Heteropolysacharidy

notka je produkovana vnitrobunécné pomoci nukleotidi cukru jako prekurzoru molekul a poté je
transportovana skrz bunéénou membranu, polymerovana a nakonec vypusténa do média. Mezi
shluky gent HePS odlisnych BMK byla zjisténa piekvapiva podobnost. Jedna se o genové shlu-
ky, které jsou bezpecné uchovany v oblasti konce 5°, kde je kod pro regulaci, urceni délky fetéz-
ce, biosyntézu opakujici se jednotky, polymeraci a export (Jolly and Stingele, 2001; Broadbent
etal., 2003). Ve struktuie HePS lze nalézt jednotky D-glukdzy, D-galaktozy, L-rhamnodzy
a v n¢kterych piipadech i N-acetylglukosaminu, N-acetylgalaktosaminu nebo glukuronové kyse-
liny (Ruas-Madiedo et al., 2002). Monomerni jednotky EPS jsou spojeny nejéastéji a(1,4)-,
a(1,6)- a a(1,2)- vazbami. Prvni zminéné spojeni je charakterizovano zna¢nou tuhosti, druhé dvé
vazby jsou vice pruzné (Martinez-Martinez et al., 1993). Jednim z nejvice studovanych HePS je
xanthan, produkovany Xanthomonas campestris. Je slozen z 2 - 8 opakujicich se jednotek mo-
nomerd. Zakladni stavebni jednotka, znazornéna na obrazku 4, je tvofena ze dvou D-glukoz,
dvou D-manéz a D-glukuronové kyseliny. Molekularni hmotnost tohoto EPS je vysoka, pohybu-
je se v rozmezi od 500 do 2 000 kDa, v zavislosti na bakterialnim rodu a druhu. Jeho biosyntéza
zacina shromazdénim opakujicich se pentasacharidovych jednotek. Ty jsou poté polymerizovany
pro produkci makromolekuly (Donot et al., 2012).

Optimalni teplota pro produkci xanthanu se pohybuje mezi 30 az 33 °C. Nejvyssi pro-
dukce byla zaznamenana pfi neutralnim pH, tedy mezi hodnotami 6 az 8 (Garcia-Ochoa et al.,
2000; Vandamme et al., 2002). Kalogiannis a kol. (2003) ve své studii prokazali, ze X. campes-
tris vylucuje xanthan o koncentraci 53 g.l'l za podminek rlstu v pfitomnosti melasy a dihydro-
genfosforeCnanu draseln¢ho. Bylo zjisténo, ze pifi rastu za piitomnosti glukozy dochazi
k poklesu koncentrace xanthanu na 40 g.I". X. campestris je striktn& acrobni bakterie, z GehoZ
vyplyva, ze rozhodujicim faktorem je mnozstvi kysliku. Mlze byt zvySovano michanim dané

kultury (Kalogiannis et al., 2003; Vandamme et al., 2002).
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CH,OH CH,OH

Obr. 4: Chemicka struktura xanthanu (Donot et al., 2012).

3.1.6  Déleni exopolysacharidii dle funkce

D¢leni EPS podle funkce je oblast, kterd je intenzivné zkoumana. EPS lze napftiklad roz-
délit do sedmi kategorii navrhovanych Flemmingem a kol. (2010) na stavebni, vazebné, aktivni,
povrchové aktivni, redoxné aktivni, informativni a vyzivové (Flemming et al., 2010; Nwodo
et al., 2012). Nicméng, koncept piedlozeny Flemmingem a kol. (2010) nezahrnuje jednoznacné
skupiny EPS podilejicich se na biocidni rezistenci. S ohledem na vyse uvedenou klasifikaci byly
do kategorie stavebnich EPS zahrnuty biomolekuly neutralnich polysacharidii, protoze se u¢astni
vystavbovych procest a v matrixu slouzi k zadrzovani vody a ochrané bun¢k. Vazebné EPS jsou
molekuly s kladnym ¢i zapornym nabojem, jejichz tikolem je vazba na jiné nabité molekuly za-
pojené¢ do interakci na bunéném povrchu. Povrchové aktivni EPS obsahuji molekuly

s amfifilnim charakterem, jez maji rtizné chemické struktury a povrchové vlastnosti. Mohou byt
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napiiklad zapojovany do tvorby biofilml nebo je u nich rozvinuta antibakteridlni a antimykotic-

ka aktivita (Esko, 1999; Flemming et al., 2010; Schembri et al., 2004).

3.1.7  Funkce exopolysacharidu

Ptesna role EPS u mikroorganismu tyto latky produkujici je patrnd v riznych ekologic-
kych nikach a zavisla na jejich zivotnim prostfedi. Produkce EPS je pfimou reakci na tlak selek-
tivniho prostedi, jako je teplota ¢i intenzita svétla. Tyto EPS ovliviiuji zptsob, kterym na sebe
plsobi mikroorganismy s vnéj$im prostfedim - pevnym ¢i kapalnym (Donot et al., 2012; Kumar
etal., 2007).

EPS vétSinou nezajistuji energetické rezervy, jejich hlavni roli je chranit buiku
Vv prostiedi Vrstva obklopujici extracelularni polysacharidy se vyznacuje vysokym obsahem vo-
dy, coz mikroorganismim zajist'uje odolnost proti vyschnuti a predaci prvoky. Navic anionicka
povaha vnéjsi polysacharidové vrstvy pomahd zachytit nezbytné minerdly a Ziviny, ¢imz EPS
umoznuji mikrobidlni fléfe udrzovat ve svém nejbliz§im okoli dostatek zivin, jeZ tvofi substrat
pro rast mikroorganismu. Obal polysacharidt také reguluje difuzi uréitych molekul mezi extra-
celularnim a intracelularnim prostfedim. Tato regulovana difize dodava nékterym bakteriim
odolnost vi¢i detergentim a antibiotikim. Mikroorganismy jsou také c¢asto sdruzovany
Vv biofilmy o vysoké bunétné hustoté. Nezbytnym pro formaci biofilmu je tzv. ,,glykocalyx*,
slozeny pievazné z EPS. EPS mohou ovliviiovat stabilitu a adhezivitu biofilmu diky interakcim
V ramci fetézct polysacharidii. Utvafeni biofilmu miize podporovat navic i sdruzovani riiznych

mikrobialnich druhti jako je tomu v ptipadé stfevni sliznice (Donot et al., 2012).

3.1.8  Faktory ovliviiujici produkci exopolysacharidi

Parametry, které ovlivituji produkci EPS BMK Vv nejvétsi mife jsou bakterialni kmen, slo-
zeni média (zdroje uhliku, dusiku a pfitomnost dalSich rastovych faktori) a podminky kultivace,
tedy teplota, Cas, pH a tlak kysliku (Nampoothiri et al., 2003, Lee and Gilmore, 2005).

Mnoho BMK syntetizuje jako EPS dextran. V pfitomnosti sacharézy v zivném médiu se
dextran pak stava hlavnim zdrojem uhliku. Tento mechanismus je ¢astym jevem zejména u bak-
terialnniho rodu Leuconostoc. Ostatni cukry jako jsou glukdza, fruktdza, manndza a laktdza pod-
poruji rast bakterii, které neprodukuji enzym §tépici dextran (Cavenaghi, 2000).

Dalsim kritickym faktorem pro syntézu EPS je teplota. Vyssi rust a vétsi produkce EPS

se u mezofilnich bakterii vyskytuje v rozmezi od 25 do 35 °C. Pii optimalni teploté ristu studie
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prokazaly, ze kmeny termofilnich bakterii mlééného kvaseni jako jsou Streptococcus thermo-
philus a Lactobacillus delbrueckii vykazuji lepsi produkci EPS pii 42 °C (Vermani et al., 1995,
Prasanna et al., 2012).

Studiu vlivu kultiva¢nich podminek na produkci EPS se zabyvali mezi jinymi i Paulo

a kol. (2012). Jejich vysledky zobrazuje tabulka 1 (Paulo et al., 2012).
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Tabulka 1: Vliv sloZeni kultivaéniho média, pH, teploty a doby kultivace na produkci EPS
BMK (Paulo et al., 2012).

_ _ Pocdet EPS”
Sacharid pH Teplota [°C] Doba kultivace [dny] .
izolatu
28,0 7 15
55 35,0 2 13
45,0 1 10
Sachardza
28,0 7 42
7,5 35,0 2 13
45,0 1 6
28,0 7 7
55 35,0 2 9
45,0 1 1
Glukoza
28,0 7 14
7,5 35,0 2 7
45,0 1 1
28,0 7 10
55 35,0 2 9
45,0 1 7
Laktoza
28,0 7 15
7,5 35,0 2 5
45,0 1 7

! izolaty z kravského a koziho mléka, cukrové titiny, manioku a zeli
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Paulo a kol. (2012) studovali celkem 191 izolatt BMK. Z vysledkt uvedenych v tabulce
1 vyplyva, ze na médiu obsahujicim sacharézu vykazuje 51,8 % sledovanych kmenii BMK pro-
dukci EPS, z nichz vétsina (42,4 %) byla produkovana pii 28 °C a pH 7,5. Druhé nejvyssi mnoz-
stvi EPS” kment pak bylo zaznamenéano pii pouziti kultivaéniho média obsahujiciho laktozu.
Zde byla uspésnost 27,7 %, z niz 28,3 % op¢ét pii teploté 28 °C a pH 7,5. Na médiu obsahujicim
glukozu produkovalo EPS jen 20,4 % kment, z nichz 35,9 % opét za stejné teploty a pH, které
byly oznaceny za nejvhodnéjsi u predeslych 2 zdroji uhliku. Jako optimélni podminky pro pro-
dukci EPS BMK byly v této studii shledany zakladni médium doplnéné sacharézou o pH 7,5
a teplota kultivace dosahujici 28 °C (Paulo et al., 2012).
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3.2.  ANALYTICKE METODY STANOVENI EXOPOLYSACHARIDU

Analyticka chemie je védni disciplina, jejichZz metod je uzivano piedevsim ke zjistovani
chemického slozeni vzorku. K tomu vyuziva poznatky obecné, anorganické i organické chemie,
fyziky, biologie, matematiky, popf. dalSich védnich obord. V ramci analytické chemie je rozliso-
vana kvalitativni a kvantitativni analyza. Pomoci kvalitativni analyzy je zjiStovano, ze kterych
soucasti se analyzovana latka sklada, zatimco analyza kvantitativni stanovuje jejich vzajemny
pomér. Analyza kvantitativni nasleduje zpravidla az po analyze kvalitativni (Holzbecher et al.,

1987).

3.2.1  Metody izolace exopolysacharidu

K ziskavani EPS jsou uZivany chemické metody, fyzikalni metody a kombinace obou
uvedenych. Tyto odlisné zptisoby ziskavani EPS mohou byt porovnavany z hlediska dvou krité-
rii, a to kvality a kvantity ziskanych EPS. Extrakéni metody jsou zaloZeny na pfevodu zkoumané
latky z jedné faze do druhé na zaklad¢ jeji rozpustnosti. Jedna se bud’ o extrakci fyzikalnimi me-
todami, nebo chemickymi latkami. Riiznymi rozpustédly se extrahuji bud’ tuhé latky (pouziva se
pfedevSim u pfirodnich materidli v organické chemii a biochemii) nebo se latka rozpusSténa
Vv ur¢itém rozpoustédle, vétsinou ve vodé, extrahuje vhodnym s vodou nemisitelnym organickym
rozpoustédlem. Druhy zminény zpisob je vyznamny v analytické chemii pro odd¢€leni stanovo-
vané latky od latek interferujicich (Kalous et al., 1987). Nevyhodou pfedupravy vzorki extrakci
EPS je nebezpeci kontaminace chemickymi ¢inidly ¢i interferujicimi sloZzkami z Zivného média
a bun€k. Béhem extrakce EPS miiZze dochazet k riznému rozpadu bunék, ktery je jen obtizné
vyhodnotitelny. Jednou z moZnosti je stanoveni stupné piiriistku proteinti a nukleovych kyselin
v EPS, nebo analyza specifickych intracelularnich slou€enin. Izola¢ni metody mohou téZ narusit
makromolekuly EPS a tim ovlivnit i jejich sloZeni a vlastnosti (Donot et al., 2012).

V praxi izolacni procesy zpravidla kombinuji n€kolik technik. V soucasnosti neexistuje
jednoduchd metoda izolace pro kvalifikaci a kvantifikaci vSech mikrobidlnich EPS. Izola¢ni
technika musi byt vybrana a optimalizovana pro kazdy jednotlivy pfipad a musi byt bran ohled
na charakteristické rysy EPS, které izolujeme. Dana metoda musi byt také vybirana podle konec¢-
ného zaméru, a to kvalitativni €1 kvantitativni analyzy. Kombinované a opakujici se extrakce
jsou vétsSinou nutné pro znovuziskani vSech zlomka EPS obsazenych v bunééné hmoté a rusto-

vém médiu (Donot et al., 2012).
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3.2.1.1 Extrakce exopolysacharidii chemickymi ¢inidly

Pro extrakci EPS jsou pouzivana nasledujici rozpoustédla a jejich smési. Extrakce EPS
pomoci rozpoustédel pracuje na principu rozdilné rozpustnosti a polarité slozek vzorkt. Extrakc-
ni metody zaloZzené na vyméné kationtll (zejména hoiciku a vapniku) se ukdzaly byt vysoce se-
lektivnimi pro izolaci EPS. Do této kategorie patii i tzv. ,,CER* (Cation Exchange Resin) extrak-
ce vyuzivajici pryskyfice, jez jsou Siroce uplatnitelné z divodu jednoduchého odstranéni prysky-
fice a nemoznosti zneCiSténi EPS chemickymi cinidly. Extrakce alkalicka (naptiklad smési
NaOH a formaldehydu) umoziuje ziskat az 75 % organické hmoty. Pfi porovnani tohoto postupu
s CER extrakci bylo zjisténo, ze metoda ma az tfikrat vyssi vytéznost. Jeji nevyhodou je riziko
modifikace sloZeni a tim i vlastnosti polymeru a tézké poskozeni buné€k mikroorganismi. Alka-
lick4 extrakce mize byt s vyhodou nahrazena metodou pouzivajici kalafunu. Bylo prokazano, ze
mnozstvi EPS extrahovanych pomoci kalafuny (158 + 3 mg.g™) bylo tém&f shodné jako pii reak-
ci s formaldehydem a hydroxidem sodnym (150 + 3 mg.g™). Kysel4 extrakce provadéna pomoci
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) ma také vysokou ucinnost a Cistotu izolatu, avSak
opét pii ni dochazi k mirné 1yze bunék (Donot et al., 2012).

Metody izolace dialyzou poskytuji spolehlivé vysledky, ale jejich aplikace neni vyhovuji-
ci, jelikoz je ¢asov€ narocna a vyzaduje specifické vybaveni, které déla proces analyzy u nékte-
rych vzorki velmi komplikovanym. Pfi pouziti metody zpétného vysraZeni fermentovanych pro-
duktl nastava problém sraZeni proteintl, které komplikuje eliminaci rezidualni laktézy (Rimada

and Abraham, 2003).

3.2.1.2 1Izolace exopolysacharidii fyzikalnimi metodami

Mezi metody fyzikalni extrakce EPS patii odstied’ovani, oSetfeni ultrazvukem, mikrovin-
nym zéafenim, zahifev nebo membranova separace. Obvykle je G¢innost fyzikalnich metod nizsi
nez u extrakce chemickymi rozpoustédly. Mnoho autori vSak poukazuje na skutecnost, ze fyzi-
kalni metody ovlivituji pouze molekuldrni hmotnost EPS a jsou tedy vhodné pro piipravu vzorkl
na chromatografické analyzy. Mnoho studii bylo provedeno k optimalizovani podminek izolace
EPS ultrazvukovym oSetfenim kombinovanym se zahfevem (sledovana teplota, ¢as a pH) za pfi-

tomnosti dalSich ¢inidel (ethanol, 0z6n) (Donot et al., 2012).
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3.2.2  Metody kvalitativni analyzy

Cilem kvalitativni analyzy je ziskat informace o tom, z jakych slozek (slouceniny, prvky,
ionty, radikaly) je vzorek slozen. Pro bliz§i ureni charakteru analyzovaného materialu je potfeba
analyzy kvantitativni, jez je popsana v kapitole 3.2.3 (Garaj et al., 1987).

Pro kvalitativni analyzu EPS BMK jsou s vyhodou vyuzivany nasledujici metody: plot-
nové metody, viskozimetrie, chromatografické metody (jez ale nalezi i do kvantitativnich metod,
kde jsou zminény) a mikroskopické analyzy obrazu (Paulo et al., 2012; Ayala-Hernandez, 2008;
Hassan et al., 2002; VVan der Meulen et al., 2007).

3.2.2.1 Plotnové metody

Pravdépodobné nejjednodussim zptisobem prikazu produkce EPS je porovnavani charak-
teru mikrobidlnich kolonii na vhodnych agarovych pidach pomoci zraku. Bohuzel, tato metoda
je pouze orientacni, nebot’ je velmi malo citliva. Lze pfi ni rozpoznat kmeny BMK, které produ-
kuji jen velké mnoZstvi EPS nebo jsou tdhlovité (Smitinont et al., 1999; Welman et al., 2003).

Plotnovou metodu analyzy produkce EPS BMK vyuzili ve své praci mimo jinych i Paulo
a kol. (2012). Byla provedena izolace BMK z 5 druhi potravinovych matric, z kravského a kozi-
ho mléka, cukrové titiny, manioku a zeli, kultivovanych na sterilnich filtra¢nich papirech umis-
ténych na zivném médiu. Izolaty byly kultivovany v riznych podminkéch liSicich se druhem
cukru v zivném médiu (sacharoza, glukoza, laktoza), pH (5,5 £ 0,2 nebo 7,5 + 0,2) a teplotou (28
+2°C, 35+ 2 °C a 45 + 2 °C). Kultivace probihala po dobu 7 dnt pfi teploté 28 °C, po dobu
48 hodin pfi 35 °C a po dobu 24 hodin za teploty 45 °C. Po skonceni inkubace byla produkce
EPS hodnocena na zakladé utvofeni mukoidnich zon okolo filtra¢nich papiri (viz obrazek 5).
Produkce EPS pak byla potvrzena smichanim ¢asti mukoidni hmoty s 2 ml ¢istého ethanolu, jak
je znazorné€no na obrazku 6. Dale bylo sledovano nasyceni papird slizovitou hmotou pomoci

skenovaci elektronové mikroskopie (Paulo et al., 2012).
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Obr. 5: Prisvitna kolonie produkujici EPS (Paulo et al., 2012).

V této studii bylo ziskdno celkem 191 izolati EPS™ BMK. Technika screeningu EPS
BMK pouzita Paulem a kol. (2012) byla spolehliva, avsak ¢asové i materidlové naroc¢na. Scree-
ning mikroorganismt produkujicich EPS byl povadén ve zkumavkéach obsahujicich kapalinu
nebo na agarovych pidach. Ob¢é moznosti vyzadovaly velké mnozstvi média a nadobi. Vysledky

studie jsou zobrazeny v tabulce 1 v kap. 3.1.8 (Paulo et al., 2012).

Obr. 6: Potvrzeni produkce EPS smichanim kolonii s ethanolem (Paulo et al., 2012).
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3.2.2.2 Viskozimetrie

Principem viskozimetrické metody je méteni viskozity kapaliny pomoci jejiho toku kapi-
larou, nebo rychlosti sedimentace télesa o znamé hmotnosti. Plisobenim vnéjSich mechanickych
sil dochazi k deformaci kapaliny. Deformace mize byt vratna, tedy vymizi po odstranéni vné&jsi
sily (elastické chovani), nebo dochazi k toku kapaliny, ktery se zastavi az v ptipadé, je-li sila
odstranéna (viskozni chovani). Posledni moznosti deformace je stav, kdy odezva systému zalezi
na dobé, po kterou tato sila pasobi (viskoelastické chovani) (Kalous et al., 1987).

Pro screening produkce EPS BMK miiZze byt pouzita viskozimetrickd analyza tekutého
zivného média béhem nebo po fermentaci. Tato metoda je vSak ovlivnéna zménami viskozity
diky ostatnim vliviim, jako naptiklad ptirtstkem biomasy (Vandenberg et al., 1993; Sanni et al.,
2002).

Ve studii autorit Ayala-Hernandeze a kol. (2008) byl pouZit vysoce tahlovity bakterialni
kmen rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris (JFR1), jez byl zao¢kovan v mnozstvi 2 %
do permeatu odsttedéného mléka s riznym pridavkem syrovatkovych bilkovin (0 %, 0,5 %, 1 %
a 2 %) (Hassan et al., 2003).

Vliv produkce EPS na reologické vlastnosti fermenta¢niho média byl testovdn métfenim
viskozity pfi riznych fermentacnich Casech za pouziti rotaéniho reometru se systémem soustie-
dénych valci. Principem této metody je stanoveni pootoceni statického valce od ptivodni polohy
vlivem konstantniho otdceni druhého vélce, diky kterému je vnitinim tfenim kapaliny pienasen
otaCivy moment na staticky valec. Pootoceni statického vélce je imérné thlové rychlosti otaceji-
ciho se vélce a viskozité¢ kapaliny. Podminky metody byly nésledujici: Sitka mezery 5,9 mm,
polomér rotace 15 mm, objem vzorku 20 ml, teplota 4 °C, smykova rychlost 0,1 az 100s™.
Vzorky byly ekvilibrovany pii 4 °C do doby méfeni a t€sné pfed nim homogenizovany (Ayala-
Hernandez et al., 2008).

Dale byla stanovena viskozita roztokii precisténych EPS. Analyza probéhla po rozpuste-
ni izolath v permeatu odstiedéného mléka po ultrafiltraci (11 % hm. suSiny) pii 2 riznych hod-
notach pH, a to pti 6,7 a 5,5 (aktivni kyselost byla upravena pomoci HCI) o rtizném ptidavku
syrovatkovych bilkovin (0 %, 0,5 %, 1 %, a 2 %). Mléény permeat byl zvolen z divodu dobré
rozpustnosti, aby bylo minimalizovano kolisani slozek suSiny rozpoustédla. Roztoky EPS byly
po smichani s permeatem ponechany pies noc k zajisténi jejich adekvatni hydratace. Viskozita
byla méfena ve ¢tyfech koncentracich EPS (0,0625; 1,25;2,5a 5 mg.ml'l) rotaCnim reometrem
v systému kuzel-deska. Tento viskozimetr umoziuje méfit tthel pootoceni (Umérny napéti)

Vv zéavislosti na rychlosti otd¢eni (imérna rychlosti deformace). Podminky metody byly nasleduji-
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ci: délka méfeni 5 min, smykova rychlost 0,1 az 200 s Ghel kuzele 2 °, sitka mezery 51 pum,
teplota 4 °C. Vzorky byly pied vlastni analyzou temperovany 10 min pfi 4 °C (Ayala-Hernandez
etal., 2008).

Z vysledkli méfeni vyplynulo, ze se zvySujici se koncentraci EPS se zvySovala i viskozita
materidlu. Pfi nizkych koncentracich EPS nebyl rozdil mezi jednotlivymi hodnotami pH.
Pii vyssich koncentracich EPS byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil ve viskozité vzork.
Reologickeé rozdily roztokti EPS v mlééném permeatu byly nejvice znatelné pii nejvyssi koncen-
traci, tedy 5 mg.ml™. Viskozita roztoki EPS klesala se zvysujicim se pfidavkem syrovéatkovych
bilkovin. Na druhou stranu, ve fermentovaném médiu viskozita permeatt obohacenych o syro-
vatkové bilkoviny byla znacn€ vyssi nez u téch neobohacenych. Toto naznacuje, Ze reologicky
ptispévek EPS produkovanych in vivo mize byt odlisny od vlivu EPS ptidanych do vyrobku
po fermentaci a mize byt vysvétlen napt. interakcemi mezi EPS a proteiny v prubéhu fermentace
(Ayala-Hernandez et al., 2008).

Viskozita roztoku o koncentraci 5 mg.ml™ piecisténych EPS produkovanych pii pH 6,5
byla vyznamné vyssi nez pii pH 5,5. Viskozita fermentovaného média byla v§ak mnohem vyssi
pii obou hodnotach pH. To mize byt vysvétleno odliSnym mnoZstvim EPS produkovanych bé-
hem fermentace in vivo a jejich interakcemi s mléénymi bilkovinami. Je také dulezité ptihléd-
nout k tomu, Ze proces izolace mtize ovliviiovat strukturu, naboj a funkci EPS. Pokud jsou EPS
ve fermentovaném médiu, jsou vysoce hydratované a interaguji s proteiny. Také pH média se
muze podilet na téchto interakcich (Ayala-Hernandez et al., 2008).

Vyhodou viskozimetrické metody je jeji rychlost a jednoduchost provedeni, kterd nevy-

Zaduje predupravu vzorku.

3.2.2.3 Mikroskopicka analyza obrazu

Ptimé mikroskopické pozorovani je potencialné uzite¢ny a jednoduchy ptistup k ziskani
informaci, které pomahaji 1épe pochopit funkce EPS v mléénych vyrobcich. Pro analyzu EPS je
obvykle pouzivana skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie (SEM) a konfokélni laserova
mikroskopie (CLM). SEM vyzaduji ptipravu vzorku vysusenim a obé metody pouzivaji odlisna
barviva pro vizualizaci preparati. SEM byla pouzita pii zkoumani mléka fermentovaného kultu-
rami produkujicimi EPS (Kalab et al., 1983; Schellhaass and Morris, 1985; Teggatz and Morris,
1990).

Autory Hassanem a kol. (2002) byla vyzkousena metoda CLM. Jako vzorky byly pouzity

fermentovana mléka vyrobena za nizké teploty z mléka odstfedéného. Naockovana byla 2 %
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inokula nasledujicich EPS™ kultur: jogurtova kultura s tahlovitym rodem Streptococcus thermo-
philus CHCC 3534 (Chr. Hansen, Denmark) a netahlovitym rodem Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus CHCC 769 (Chr. Hansen), 4 % inokula EPS™ bakterie Lactococcus lactis CHCC
3367 (Chr. Hansen). Vzorky byly inkubovany pii teploté 37 °C, krom¢ Lactococcus lactis, kde
fermentace probihala pfii teploté 25 °C. Po koagulaci bylo mléko udrzovano pfti teploté 5 °C
po dobu 24 h az do mikroskopického pozorovani, jez bylo realizovano nasledujiciho dne. Jako
dal§i matrice byl pouzit syr feta vyrobeny za pouziti EPS™ (Hassan et al., 2002).

K vizualizaci EPS byl pouzit konjugovany aglutinin s Alexa fluorem 488 (fermentované
mléko) a konkanavalin A (syr feta). Excita¢ni a emisni vinové délky pro konjugovany aglutinin
I konkanavalin A se rovnaly 519 nm a 495 nm. Zasobni roztok konkanavalinu A byl pfipraven
rozpusténim 5 mg latky v 5 ml 0,1 M roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného o pH 8,3 a byl ucho-
vavan pii teploté -20 °C. Pracovni roztok byl pfipraven zfedénim zasobniho roztoku v poméru
1:20 syrovatkou ziskanou po odstiedéni kousku syru z divodii zabranéni vykyvim pH a osmola-
rity. Pracovni roztok pro konjugovany aglutinin byl pfipraven ziedénim zasobniho roztoku (1 mg
barviva v 1 ml fosfatového pufru pti pH 6,8) v poméru 1:5 za pomoci syrovatky fermentovaného
mléka (Hassan et al., 2002).

Barveni fermentovaného mléka probihalo pii teploté¢ 5 °C po dobu 1 h, aby mohlo dojit
k dostatecné difizi pigmentu. Bylo vyzkouseno barveni s promichanim i bez promichani indika-

toru ve vzorku (viz obr. 7). Pfipravené analyty byly analyzovany CLM (Hassan et al., 2002).

26



Obr. 7: Distribuce EPS (vyznaceno zelené) Vramci struktury fermentovaného mlé-
ka barveného konjugovanym aglutininem, usecka = 10 um. A — mléko fermentované S. ther-
mophilus CHCC 3534 (tahlovity) a L. delbrueckii ssp. bulgaricus CHCC 769 (netahlovity)
a barvené bez promichani indikatoru se vzorkem; B — mléko fermentované S. thermophilus
CHCC 3534 a L. delbrueckii ssp. bulgaricus CHCC 769 a barvené s promichanim indikatoru; C
— mléko fermentované EPS™ Lactococcus lactis CHCC 3367 a barvené bez promichani indikato-
ru; D — mléko fermentované EPS™ Lc. lactis CHCC 3367 a barvené s promichanim indikéatoru
(Hassan et al., 2002).

Pro sledovani EPS v syru feta bylo pfidano barvivo na 3 mm tenké platky syra dale ucho-
vavané pii teplot¢ 5 °C po dobu 1 h. Kousky syra byly nésledn¢ proplachnuty syrovatkou
pro odstranéni prebytku barviva a pozorovany pomoci CLM, jak je zobrazeno na obrazku 8
(Hassan et al., 2002).

EPS v syru feta byly pozorovany jako vyrazné hmoty vypliujici péry v proteinové struk-
tufe. Obdobné poéry jiz byly objeveny Hassanem a kol. (1995) v jogurtu fermentovaném stejnym
kmenem, tedy Streptococcus thermophilus CHCC 3534. Studii bylo prokazano, Ze tyto pory se

nachdzeji v okoli bakterialnich bunék jako vysledek ptitomnosti kapsularnich EPS.
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Obr. 8: Distribuce EPS (vyznaceno Cerven¢) V bilkovinné matrix (zndzornéno bile)
v syru feta barveném konkanavalinem A fermentovaném Streptococcus thermophilus 3855
(Hassan et al., 2002).

CLM umoznila u piipravenych vzorki vizualizaci pln€¢ hydratovanych EPS ve struktuie
produktti. EPS a proteiny se zde vyskytovaly jako zietelné¢ odlisné entity, s pfitomnosti EPS
V poérech proteinové sité. Ve vE&tsim mnozstvi byly EPS pozorovany v mléce fermentovaném
tahlovitou kulturou Lactococcus lactis v porovnani s mlékem fermentovaym méné tahlovitou
kulturou Streptococccus thermophilus. Zatimco piedchozi vyzkum prokazal, ze neexistuje zadna
piima souvislost mezi mnozstvim produkovanych EPS a tahlovitosti ve spojeni s druhem kultury
(van Marle and Zoon, 1995). Vysledky této studie naznacuji, ze tento zavér nemusi byt vzdy
platny. Michanim barviva se vzorkem byla rozbita piivodni spojita proteinova sit. Michani vSak
nezpusobilo smisSeni proteinii a EPS, ale spiSe segregaci dvou komponent zptsobujicich shro-
mazd’ovani EPS v rozsahlejSich strukturach. Z toho vyplyva, Ze michani podporuje vzajemnou
interakci mezi EPS a méni ptivodni strukturu matrice (Hassan et al., 2002).

Vyskyt EPS ve fermentovaném mléku zjistény pomoci CLM se liSil od vysledki SEM.
SEM zobrazuje EPS v jogurtu ve struktufe proteinové sité¢ (Kalab et al., 1983; Schellhaass
and Morris, 1985; Teggatz and Morris, 1990), kde se EPS jevi jako filamenty pfidruzené
k bakterialnim buiikdm a proteinové siti. Tento filamentovy vzhled je pravdépodobné zptisoben
dehydrataci EPS vyplyvajici z techniky ptipravy vzorki (Kalab, 1993).

Zaveérem lze tici, ze konjugaty lektini byly Gspésné pouzity jako barviva v kombinaci
s CLM Kk pozorovani bakterialnich EPS v plné hydratovanych mléénych vyrobeich. Cim tahlovi-
t&j$i kultura, tim vétsi mnozstvi EPS bylo pozorovano. Metodu lze s vyhodou pouzit pro ptimé

pozorovani vlivu EPS na texturu a reologii vyrobkt (Hassan et al., 2002).
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3.2.3  Metody kvantitativni analyzy

Po kvalitativnim rozboru Ize ptikrocit k dalsimu kroku, a to k zjistovani mnozstvi analy-
zované latky. To lze provést riznymi metodami, a to napf. vazkovymi, odmérnymi nebo fyzikal-
né-chemickymi. Pfi vazkovém stanoveni dochazi k vylouCeni srazeniny pomoci chemickych
reakci. Srazenina je poté dokonalym promytim, vysuSenim nebo vyzihdnim pfevedena na slou-
¢eninu konstantniho slozeni a zjeji vahy je stechiometrickym vypoctem stanoveno mnozstvi
analyzované latky. Pfi odmémych stanovenich je méfen objem cCinidla urcité koncentrace. Tato
metoda je mnohem rychlejsi a v nékterych piipadech i piesnéjsi, nez u postupu vazkového. Fyzi-
kaln¢é-chemické analytické metody jsou nejmlad$im odvétvim analytické chemie a jsou dnes
bézné pouzivané ve védeckych, provoznich a kontrolnich laboratotich. Stanoveni byvaji prova-
déna specidlnimi pfistroji, vétsinou dost nakladnymi, avSak s vysokou piesnosti a rychlosti (Vo-
fisek et al., 1965). Mezi kvantitativni analytické metody pro stanoveni EPS BMK patii infracer-
vena spektroskopie, kolorimetrie, chromatografické metody a PCR metody (Hassan et al., 2002;
Marcotte et al., 2007; Meisen et al., 2008; Van der Meulen et al., 2007).

3.2.3.1 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie je jednou z nedestruktivnich analytickych metod, ktera posky-
tuje informaci o sloZeni vlastniho vzorku bez nutnosti jeho pfedipravy. Ziskané hodnoty souvisi
s pevnosti chemickych vazeb, molekulovou geometrii a hmotnosti jader. Podstatou této analytic-
ké kvantitativni 1 kvalitativni metody je interakce infraCerveného zatreni se studovanou hmotou.
V ptipadé, ze je studovanou hmotou pohlcen foton, jedna se 0 absorp¢ni infraervenou spektros-
kopii. Pokud je foton vyzafen, nazyvame tuto metodu infracervenou spektroskopii emisni. Infra-
¢ervené zareni je elektromagnetické zafeni v rozsahu vinoct 12 500 az 20 cmta vinovych délek
v rozsahu 800 az 0,5 mm. To znamend, Ze infraCervené zafeni navazuje na zafeni viditelné
a magnetické. (Brown, 1998; Wilson et al., 1980).

Fourierova transformacni infracervend (FTIR) spektroskopie je v mikrobiologii uspésné
pouzivana ke klasifikaci bakterii a kvasinek (Helm et al., 1991; Naumann et al., 1991; Sockalin-
gum et al., 1998). S jeji pomoci bylo prokazano, ze zmény v ramci infraervené¢ho spektra bakte-
rii se mohou odrazet v obsahu proteint i EPS diky vibraci spojené s funkéni skupinou charakte-
ristickou danému druhu (Verhoef et al., 2005; Van der Mei et al., 1989). Z kvantitativniho hle-
diska FTIR spektroskopie je jiz uzivana v potravinarském prumyslu ke stanoveni laktdzy, protei-

nu a tuku v mléce (Lefier et al., 1996; Luinge et al., 1993).
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Autofi Marcotte a kol. (2007) ve své studii porovnali analyzu bakteridlnich EPS metodou
infraervené spektroskopie s metodou kolorimetrickou. Skupiny cukrii syntetizovanych bakteri-
alnimi koloniemi se mohou v ramci kmenut velmi liit. Co se ty¢e metody infracervené spektros-
kopie, zavislost kvantifikace polysacharidi na jejich povaze pfimo souvisi s jejich absorbanci
v daném prostiedi. K optimalizaci obou metod vytvoftili reprezentativni modely bakterialnich
vzorkd. Jednalo se o ternarni smési skladajici se z DNA, hovéziho sérového albuminu
a polysacharida - sachardzy, D-laktézy, alginatu, mannanu a xantanové gumy. Byly pouzity raz-
né typy sacharidi z divodu rizné citlivosti, o koncentraci 0,04 - 0,42 % hm. Kazda smés obsa-
hovala vzdy jen jeden nebo dva z vySe uvedenych polysacharidi. Tyto ternarni smési byly pfi-
praveny tak, aby byla koncentrace riiznych chemikalii pfiblizng 10 mg.ml™ a pokazdé byly
pted analyzou adekvatné zfedény (Marcotte et al., 2007).

Ve studii autorti Marcotte a kol. (2007) bylo pouzito 5 kmen@ bakterii, 1 kmen EPS”
Pseudomonas aeruginosa, ktery produkuije sliz, 2 kmeny Pseudomonas aeruginosa EPS™ nepro-
dukujici sliz, Streptococcus mutans a Staphylococcus epidermis. Kmeny byly kultivovany nejpr-
ve Vv piislusnych bujonech, v ptipadé P. aeruginosa a S. epidermis bylo zivné médium tvoteno
mozko-srde¢nim bujonem, zatimco kmen S. mutans byl péstovan na peptonu obsahujicim kvas-
nicovy extrakt a 0,5 % glukdzy. Po celono¢nim ristu pii 37 °C byly kultury pfeneseny na ovéi
krevni agar, s vyjimkou S. mutans kultivovaného na TYE agaru a P. aeruginosa kultivovaného
na R2A agaru po dobu 20 h. Poté bylo zhruba 100 mg vzorku suspendovano v 1 ml ultracisté
vody. Nakonec byla jejich vodna suspenze ptenesena na zinkovo-selenidové krystaly, aby byla
charakterizovana vhodnost této metody pro kvantifikaci produkce EPS bakterialnich biofilmu.
Byly pouzity biofilmy produkované S. mutans a S. epidermis. Biofilmy byly péstovany na zmi-
nénych krystalech v pritokové komote vytemperované na 36 °C po dobu 20 h. Zivnym médiem
pro S. mutans byl TYE agar, pro S. epidermis BHI agar. Pied vlastni analyzou byly vzorky pro-
myty sodnofosfatovym pufrem kviali odstranéni sacharidi a suspendovany ve vodé
na pozadovanou koncentraci (Marcotte et al., 2007).

Pro spektroskopické méfeni v IR oblasti bylo 30 pul vzorku képnuto doprostied laborator-
niho sklicka z CaF, nebo BaF; a suseno ve vakuu po dobu 20 minut. Poté prob&hlo méfeni v celé
IR oblasti a vyhodnoceni. Mez citlivosti u kalibrovanych vzorki byla 17 ug.ml™ (Marcotte et al.,
2007). Vysledky byly porovnany s kolorimetrii, jez je popsana v kap. 3.2.3.2.

Hranice citlivosti obou porovnavanych metod odpovidala koncentraci 17 ug.ml™ kalib-
racnich standardii. Vysledky FTIR spektroskopie koreluji s vysledky kolorimetrie. Metoda FTIR

spektroskopie byla pro kvantifikaci obsahu sacharidi pfesnéjsi nez metoda kolorimetricka. Hod-
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noty ziskané infradervenou spektroskopii se pohybovaly v priméru kolem &isla 4,1 mg.ml™ se
smérodatnou odchylkou 1,3 odpovidajici relativni odchylce 31 %, zatimco pfi kolorimetrickém
testu byl primeér 3,9 mg.ml'l se smérodatnou odchylkou 2,1 odpovidajici relativni odchylce 54 %
(Marcotte et al., 2007).

V porovnani s kolorimetrii je tato metoda méné citliva na povahu cukrti, ale na druhou

stranu je rychlej$i a neni potieba tolika vzorkli (Marcotte et al., 2007).
3.2.3.2 Kolorimetrie (spektrofotometrické metody)

Kolorimetrie je metoda zaloZzena na porovnavani barevnosti vzorka se standardem, pfi-
¢emz je vyuzivano skutecnosti, ze pii shodné absorpci svétla porovnavanych roztokd je soucin
koncentrace barevné slozky a tloustky vrstvy roztoku stejny. Pro porovnavéani je mozno pouzit
také sadu standardnich roztokl s odstupniovanou koncentraci analyzované barevné slozky, které
jsou v kyvetach. Kolorimetrie je nejstarSi zpasob vyuziti absorpce svétla pro analytické tcely
(Garaj et al., 1987).

V soucasné dobé je kvantifikace celkového poctu EPS provadéna predevsim pomoci ko-
lorimetrické metody navrhnuté Dubois a kol. (1956). Tento test pracuje na bazi redukce cuker-
nych skupin pomoci fenolu a kyseliny sirové a méteni absorbance pti 490 nm odpovidajici redu-
kovanym cukrim. Pied vlastnim méfenim je nutno ziskat kalibra¢ni kiivku standardu, jez je du-
lezita pro vypocet koncentrace sacharidii. Tato metoda je piesna pro dany typ cukru, nebot” ab-
sorbance jednotlivych cukrt je odliSnd. To pfedstavuje jisté omezeni, v diisledku néjZ je metoda
méné vhodna pro testovani neznamych sacharidi ¢i jejich smési, coZ je bézna situace v ptipadé
EPS BMK. Pokroky v kolorimetrii vedly k redukci nepfesnosti, jakou je naptiklad jiz zminéna
zavislost na typu sacharidu (Taylor, 1995). Jenze tyto upravy zahrnuji dodatecné kroky a maji
jen omezenou Uspesnost, pokud je zkouman komplex polysacharidii. Navic bylo také dokazéano,
ze kolorimetricka reakce muze byt inhibovana v ptipadé spojeni cukrd s proteiny (Allison et al.,
1999; Ebel et al., 2000), coz vede k dalsim neptesnostem. Vzhledem k tomu, ze mnozstvi EPS
musi byt normalizovano s mnoZstvim biomasy, je tfeba metodu obvykle spojit s dal§imi meto-
dami, mezi néZ patii napf. pfimé pocitani kolonie tvoticich jednotek (CFU) za pomoci priatokové
cytometrie, nebo nepifima analyza poctu bakterii a mnozstvi proteinti (Van Dilla et al., 1983,
Zubkov et al., 1999).

Postup piipravy vzorkl pro tuto metodu, jez byla pouzita v praci Marcotte a kol. (2007),
byl shodny s ptipravou pro FTIR spektroskopii popsanou v kapitole 4.1.1.3. Po ptipravé vzorki

bylo 100 ul kazdého z nich vlozeno do zkumavky z borosilikatového skla a ulozeno.

31



V modelovych vzorcich to znamenalo 8 - 420 pl EPS na zkumavku. Dale bylo do kazdé zku-
mavky pridano 100 pl roztoku fenolu (5% roztok v ultradisté vode€) a vzorky byly centrifugova-
ny. Poté byla rychle pfidana koncentrovana kyselina sirova v mnozstvi 500 pl. V nasledujicim
kroku byly zkumavky chlazeny v lazni na teplotu 25 °C po dobu 15 min. Nasledné bylo prove-
deno opétovné odstiedeéni a preneseni ulozenych alikvot do jamek 96-jamkové desticky. Absor-
bance byla métena pii 490 nm za pouziti spektrofotometru Dynatech MR5000. Pro kazdy vzorek
byla provedena 3 paralelni méfeni. Absorbance nulového roztoku (100 upl ultracisté vody
s reaktanty) byla odectena od absorbanci vzorkl. Veskeré vzniklé chyby odpovidaly standardni
odchylce (Marcotte et al., 2007).

Ve srovnani s metodou spektroskopickou byla kolorimetrie citlivéj$i na povahu cukrd,
(ptesnéjsi bylo stanoveni FTIR spektroskopii) a byla potvrzena jejich vzdjemnd korelace.
Z hlediska porovnavani G* a G~ bakterii by byla potieba jesté dalsi kalibrace.

V literatute jiz bylo popsano nékolik dalsich typt spektrofotometrickych (kolorimetric-
kych) metod analyzy EPS BMK. Né&kteti autofi pouzivaji kyselinu trichloroctovou ke koagulaci
proteinll a dialyzu k finalnimu ¢iSténi roztoku EPS od jednoduchych cukrli (Rimada and Abra-
ham, 2003). Dalsi moznosti je precipitace proteinti pomoci ethanolu a destilované vody (Rimada
and Abraham, 2003).

Kvantitativni analyza ptecisténych EPS byla ve studii autora Southgatea (1991) provede-
na pomoci kolorimetrie, jiz pfedchazela piiprava vzorku reakci s anthronem (Southgate, 1991),
nebo fenolem a kyselinou sirovou (Dubois et al., 1956, Cheirsilp et al., 2001, 2003; Frengova
et al., 2002; Piermaria et al., 2008; Rimada and Abraham, 2001, 2003; Taniguchi et al., 2001).
Vyzkum autora Enikeeva (2012) byl zaméten na ziskani rychlé a jednoduché metody pro stano-
veni EPS ve fermentovanych mléénych vyrobceich a jako vzorky byla pouzita biomasa kefiro-
vych zrn z mlékarny Krasny Yar, (obl. Samarskaya, Ruské federace) nebo fermentovana syro-
vatka. Definované mnozstvi kefirovych zrn (50 ml) bylo pfidano do vrouci vody v poméru 1:10
na dobu 30 min za stdlého michani. Vznikla smés byla odstiedéna (10 000 g, 20 min, 20 °C)
a EPS v supernatantu vysrdzeny piidanim 96% potravinarského ethanolu (sraZeni probihalo pfi -
20 °C pies noc). Vznikla srazenina byla odstfedéna (10 000 g, 20 min, 20 °C), rozpusténa
V horké vod€ a opét vysrazena 96% ethanolem za stejnych podminek. Cely proces srazeni byl
opakovan celkem tiikrat (Enikeev, 2012; Rimada and Abraham, 2001).

Nasledovala hydrolyza EPS 2 M kyselinou sirovou a neutralizace hydrolyzatu 20% hyd-

roxidem sodnym. Mnozstvi EPS bylo zméfeno kolorimetrickou metodou pomoci redukujicich
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cukrl a vyjadreno jako ekvivalent glukézy (Fairbridge et al., 1951). Pro porovnani byla pouzita
spektrofotometricka metoda vyuzivajici fenol-sirovou kyselinu (Dubois et al., 1956; Enikeev,
2012). Vysledky spektrofotometrie zobrazuje obrazek 12. Metoda patii jedné z nejdéle pouziva-
nych a vyzaduje dlouhou a slozitou predupravu vzorki a také kalibraci.

Spektrofotometrie poskytuje tdaje o interakci foton nejriznéjsich energii s hmotou
a umoznuje Z téchto udaji ziskavat zavéry o slozeni latek i o jejich kvantitativnim zastoupeni
dané smési. Méteni je zaloZeno na zkoumdni absorpce zareni pii urCitych vinovych délkach.
Chemické vyzkumy vyuzivaji zafeni prakticky vSech vinovych délek pocinaje zafenim gama
a paprsky X pres zafeni viditelné, ultrafialové, infracervené a mikrovinné az po radiové viny
(Kalous, 1975).

V ptipad€ pouziti fenol-sirové kyseliny pii analyze EPS z kefirovych zrn, (Enikeev,
2012), je mozno dosédhnout spolehlivych vysledkl pti pouziti laktdzy jako kalibra¢niho standar-
du. Divodem je, ze kefiran, coz je exopolysacharid kefirovych zrn, je glukogalaktan s pomérem
glukozy a galaktdzy piiblizné 1:1 (Maeda et al., 2004; Micheli et al., 1999; Piermaria et al.,
2008). Pokud se vsak slozeni EPS neshoduje se standardem (obr. 9A), vysledek neni platny.
Pti kalibraci na redukuji cukry je tento nedostatek odstranén (obr. 9B). Pak milize byt metoda
vyuzita pfi analyze fermentovanych mléénych produkti bez ohledu na typ startéru, protoze EPS”
BMK, jez jsou vyuzivany k piipravé kysanych mléénych vyrobkd, syntetizuji pievazné EPS slo-
zené z glukozy, fruktozy, galaktézy, rhamnozy, xylozy a manndzy (Ariga et al., 1992; Cerning
etal., 1994), tedy redukujicich cukri. AvSak z dlivodu rozdilii v rdmci molekuldrni hmotnosti
nékterych monosacharidi s glukozou jakozto standardem muize dojit ke zkresleni vysledkt (Eni-

keev, 2012).

33



B24
72
20
14
15
A“
12
10
OB
05
04 - ko’
02 ) °t:~'$rc_\‘,-:v.’a
0“0 .-Or wo :;”:r:!)
m, pg m, g

Obr. 9: Vysledky kvantitativni analyzy EPS BMK spektrofotometrickou metodou.
A — kalibraéni kiivka laktézy fenol-sirovou metodou. B — kalibracni kiivka glukézy metodou

redukujicich cukrii (Enikeev, 2012).

Vysledky studie jsou shrnuty v tabulce 2. Primérné mnozstvi EPS ve vyrobcich bylo
100 - 150 mg.I". U syrovatky fermentované kefirovou kulturou, bylo primémé mnoZstvi 57,2 -
103,4 mg.I"! (Rimada and Abraham, 2001). Nejvyssi obsah EPS byl zjistén v kefiru ,,Bio Balan-

ce* obohaceném bifidobakteriemi (Enikeev, 2012).
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Tabulka 2: MnoZstvi EPS v Ruskych kefirovych vyrobcich (Enikeev, 2012).

Nizev vyrobku MnoZstvi EPS [mg.I"]
Doctor Brand 107, 5+ 16,1
Activia 75,3 +13,9
Danon 113,1£9,9

Bio Balance 202,5+ 19,4
Prostokvashino 50,9+ 8,1
Veselyi molochnik 142,8 £ 14,4
Domik v derevne 81,8 £ 13,5

Pro urceni faktorti (teplota, citrat amonny, laktdza a chlorid vapenaty) ovliviiujicich bio-
masu kefirovych zrn a koncentraci EPS v médiu byla kefirova zrna kultivovana v pasterovaném
odstfedéném mléce. Vysledky jsou shrnuty na obr. 10. Optimélni teplotou pro produkci EPS
kefirovymi zrny bylo stanoveno 43 °C (Rimada and Abraham, 2001), zatimco optimalni teplota
pro EPS Lactobacillus kefiranofacience (tvofici majoritu kefirovych zrn) 30 °C (Cheirsilp et al.,
2001, 2003; Taniguchi et al., 2001). Vzrist teploty na 40 °C tak vedl k redukci kefirovych zrn
biomasy a zvyseni celkového poc¢tu EPS ve shod¢ s autory Rimadou a Abrahamem (2001). Dal-
Sim dilezitym faktorem byl zdroj uhliku, anorganického dusiku a obsah vapniku. Je znamo, Ze
nekteré mikroorganismy mohou asimilovat anorganicky dusik na aminokyseliny (Krus et al.,
1988). Zaznamenana negativni korelace riistovych podminek pro produkci EPS s hmotnosti kefi-

rovych zrn je jen okrajové vyznamna.
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Obr. 10: Pisobeni riznych faktori na biomasu Kefirovych zrn a celkovy pocet EPS (Enike-
ev, 2012).

Pozitivni vliv ptidavku chloridu vapenatého jako zdroje vapniku byl téZ vyznamny pouze
okrajove, ale s pfihlédnutim k vysledkiim ziskanym autory Yokoi a Watanabe (1992), by mohl
byt pozitivni vliv tohoto aditiva potvrzen (Yokoi and Watanabe, 1992; Enikeev, 2012).

3.2.3.3 Chromatografické metody

Chromatografie je separacni metoda, pfi které dochdzi ke vzajemnému oddéleni sloZzek
obsaZenych ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi 2 faze. Prvni z nich je nepohyblivé a je nazyvéana
staciondrni. Pfes ni se pohybuje druha nazyvana mobilni. Diky pohybu mobilni faze je vzorek
touto soustavou unasSen. Slozky vzorku, které Inou ochotnéji ke stacionarni fazi, se pii pohybu
zdrzuji vice neZ ostatni, jeZ ke stacionarni fazi maji afinitu niz8i. Takto se postupné slozky
od sebe separuji. Pti prichodu kolonou kazda molekula vzorku pfejde mnohokrat z proudu mo-
bilni faze na povrch sorbentu a nazpét. Doba, po kterou priimérnd molekula dané slozky setrva
na povrchu sorbentu, zavisi na velikosti interakce mezi slozkou a sorbentem a urcuje potadi,
v jakém slozka eluuje, neboli vychézi z kolony. Cim silng&j§i interakce, tim pozdgji slozka eluuje,
ma tedy véEtsi retencni Cas. Z kolony vychazeji slozky oddélen€ a mezi nimi je zona Cisté mobilni
faze (Klouda et al., 1996; Churacek et al., 1990).

Podle povahy mobilni faze byvaji chromatografické metody déleny na kapalinové, kde je
mobilni fazi kapalina, a na plynové, kde je mobilni fazi plyn (Klouda et al., 1996). Faze stacio-
narni se v chromatografii mize vyskutovat v rozdilnych formach. N¢kdy ve formé ¢éstecek tuhé

faze o velikosti jednotek az stovek mikrometri, jindy jako tenka vrstvicka kapaliny nanesena
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na tuhych casticich nebo film kapaliny na vnitini stran¢ kapilary. Proto se obecné pouziva pojem
sorbent pro jakoukoli formu stacionarni faze (Churacek et al., 1990).

Kolona je ¢ast chromatografu (schéma pfistroje je znazornéno na obr. 11), ve které je
umisténa stacionarni faze, a zaroven misto, kde nastdva separace slozek. Kolony o mensim
vnitinim priméru poskytuji vyssi ucinnost separace, kolony vétsiho priiméru maji naopak vyssi

kapacitu a jsou tedy schopny separovat vétsi mnozstvi vzorku (Klouda et al., 1996).

vzorek

L

6 I
.
v

1 - zdsobniky mobilni fize Aa B
2 - fizeni gradientu
3 - smé&Sovad 6 - termostat
4 - vysokotlaké ¢erpadlo 7 - kolona
8 5 - ddvkovaci zafizeni 8 - detektor
l 9 - eludt
9

Obr. 11: Schéma kapalinového chromatografu (Klouda et al., 1996).

Pro vSechny metody kapalinové chromatografie je spole¢né, ze mobilni fazi tvoti kapali-
na. Stacionarni faze pfedstavuje sorbent, ktery mize byt umistén plosné€ (ve vrstvé) ¢€i v uzaviené
trubici (koloné, sloupci). V disledku toho byly vyvinuty 1 ndzvy jednotlivych metod kapalinové
chromatografie. V plo§ném uspofadani se jedna o metody papirové a tenkovrstvé chromatografie
(TLC), v kolonové chromatografii mluvime o dnes jiz klasické kapalinové (LC) a gelové per-
meacni chromatografii (GPC), vyuzivané pievazné k preparativnim uceltim, k ¢isténi a izolaci
latek, a o vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC — High Performance Liquid Chroma-
tography), Kk jejimuz rozvoji doslo v poslednich letech (Churacek et al., 1990).

Pro chromatografickou analyzu EPS se nejcastéji pouziva GPC a HPLC. Stale se rozris-
tajici znalosti z oblasti genetiky produkce EPS vedly v nedavné dobé k vyvoji chromatografic-
kych metod jejich kvalitativni 1 kvantitativni analyzy na molekulérni Grovni, jeZ mohou rozlisit

homopolysacharidy i heteropolysacharidy (Churacek et al., 1990).

3.2.3.3.1 Gelova permeacni chromatografie

GPC je specidlnim druhem kolonové kapalinové chromatografie aslouzi pfedevsim

ke stanoveni molekulovych hmotnosti a k analyze smési oligomernich sloucenin. Na rozdil
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od absorp¢ni ¢i rozdélovaci chromatografie je separace zavisla jen na velikosti molekul analyzo-
vanych latek a témét viibec nezavisi na jejich chemické povaze. Chemické vlastnosti urcuji pou-
ze systém, v némz bude separace provadéna. Jedna se o volbu hydrofilniho ¢i hydrofobniho gelu
a s tim souvisejici volbu elu¢niho ¢inidla (Churacek et al., 1990).

Pomoci této metody je mozné separovat jakékoliv molekuly, které se lisi svymi rozméry,
pokud se dobte rozpoustéji v uréeném rozpoustédle. Moderni GPC umoznuje separaci celé fady
latek od nizkomolekularnich az po vysokomolekularni, jejichz relativni molekulova hmotnost je
v rozmezi 10% az 10’, bez ohledu na jejich velikost (Churagek et al., 1990).

Potadi eluce pii GPC je zcela odlisné od potadi v HPLC v tom, ze nejvétsi molekuly
opoustéji sloupec nejdiive a potom odchazeji z kolony latky s mensi molekulovou hmotnosti.
Nejmensi molekuly musi vykonat mnohem delsi cestu pii prichodu kolonou, proto maji nejvyssi
hodnoty elu¢niho ¢asu (Churacek et al., 1990).

Churéacek a kol. (1990) dale popisuje GPC jako metodu, ktera déli latky na zékladé tzv.
sitového efektu. Sitovy efekt 1ze popsat tak, ze ¢astice sorbentu obsahuji péry o znamé velikosti
a tyto pory jsou zaplnény tzv. staciondrni mobilni fazi, tj. mobilni fazi, kterd se nepohybuje.
V pribéhu déleni vzorku vyuzivaji jeho nejmensi molekuly nejvétsi ¢ast staciondrni mobilni
faze, veétsi molekuly vyuZzivaji jen €ast pori a vSechny molekuly, jejichz primér je vétsi nez
vstupni otvor pérd, vychazeji z kolony s elu¢nim ¢asem odpovidajicim pratoku mobilni faze
mezi zrny sorbentu. Posledni uvedeny piipad byva oznaCovan jako totalni exkluze. Rozhoduji-
cim parametrem pro separaci sloZzek pomoci GPC je hydrodynamicky primér molekuly, coz je
pramér koule, kterou opise molekula pii volné rotaci v prostoru (Churacek et al., 1990).

Pozadavky na vlastnosti stacionarnich fazi pro GPC jsou velmi naro¢né. Musi byt viici
stanovovanym latkdm 1 mobilni fazi inertni, a to i1 pfi pouziti kyselych 1 bazickych soustav
Vv SirSim rozsahu pH. Gel musi byt dale odolny i pfi zvySené pracovni teploté, nesmi se béhem
analyzy rozkladat a uvolnovat produkty rozkladu. Mezi nej¢astéji pouzivané stacionarni faze
patii dextranové a agarozové gely (Churacek et al., 1990).

Metoda GPC byla vyuzita ke kvalitativni analyze EPS napft. ve studii provedené¢ Meule-
nem a kol. (2007). Bylo pouzito 174 kmeni BMK, jez byly izolovany na MRS agaru o pH 5,4.
K zachovani cerstvych kultur byly kmeny nejprve péstovany v odpovidajicim zivném médiu.
Izolaty z obilnych vyrobki byly kultivovany pii teploté 30 °C na MRS agaru obsahujicim
10 g.I" maltozy, 10 g1 fruktozy, 50 g.I" sachardzy, zatimco izolaty mléénych vyrobka byly
kultivovany pii teploté 37 °C na MRS agaru obsahujicim 50 g.l'1 sacharozy jako jediny zdroj
energie. Po 12 hodinach rustu byly odstfedénim odstranény buiiky a supernatant byl dale pouzit
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pro screening produkce EPS. Utvéieni kapsularnich EPS bylo vyhodnoceno pomoci techniky
negativniho zbarveni indickym inkoustem na buiikach kmenit BMK (Meulen et al., 2007).

Screening EPS pomoci GPC byl proveden s vyuzitim Watersova chromatografu vyplné-
ného ultrahydrogelem vytemperovanym na teplotu 35 °C s refraktometrickou detekci. Jako mo-
bilni faze bylo pouZito 0,1 M roztoku NaNOjs za pritoku 0,6 ml.I™. Ze vzorkd byly nejprve od-
stranény proteiny vysrazenim Carrezovym ¢inidlem a odstfedény (16 060 g, 15 min). K superna-
tantu byly dodany 3 ml destilované vody a bylo provedeno opétovné odstiedéni (16 060 g,
15 min) nasledované filtraci vzorku pies PCD mikrofiltry o porozit¢ 0,22 mm. V nékterych
vzorcich bylo mnozstvi EPS tak vysoké, ze ucpavalo filtr. V tomto piipadé byly nafedény 3 ml
ultracisté vody.

Pro potvrzeni vysledki ziskanych pomoci GPC screeningu byly pozitivni kmeny izolo-
vany srdZzenim acetonem. K rozliSeni homopolysacharidii a heteropolysacharidii byla pouzita
monomerni analyza. Ta odhalila, ze 9 z 10 EPS byly glukany produkované v mnozstvi odpovida-
jici 0,8 az 17 g.I™.

Z celkovych 174 izolati bylo 10 z nich shledano EPS®. Celkem 27 ze 174 kment, k nimz
patfily 4 z 10 EPS" kment, produkovalo kapsularni polysacharidy. EPS™ kmeny nevykazovaly
vV GPC chromatogramech Zadny vrchol, ¢imz bylo potvrzeno, ze ptecisténi vzorkt pomoci ultra-
filtrace bylo dostateéné. Naopak pro EPS™ kmeny Ize v chromatogramech vrchol pozorovat, jak
je znazornéno na obrazku 12. Ze vSech kment, které byly v pribéhu GPC screeningu shledany
pozitivnimi, mohou byt izolovany pouze EPS, coZ potvrzuje ucinnost této metody (Van der Meu-
len et al., 2007).

Aplikovand GPC metoda screeningu umoznila detekci EPS o koncentraci az 20 mg.l'1
za méné nez 2 hodiny, coz ji déla vhodnou metodou pro rychly screening. Technika GPC scree-
ningu také umoznila okamzity odhad molekuldrni hmotnosti EPS. Tato informace miZe hrat
dalezitou roli pfi vybéru kmenii produkujicich EPS, protoze kmeny s vysokou molekularni
hmotnosti EPS vykazuji dobré vysledky pii zvySovani viskozity mléénych produkta (Jolly et al.,
2002; Tuinier et al., 2001).
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Obr. 12: Priklad chromatogrami analyzy EPS pomoci gelové permeac¢ni chromatografie.
A - EPS™ Lactobacillus plantarum, B - EPS+ Leuconostoc citreum, vertikalni pifimka odpovida
elu¢nimu ¢asu standardu dextranu o molekulové hmotnosti 80 kDa, C - EPS+ Leuc. citreum,
preruSovand ¢ara korespondujici s chromatogramem odpovida izolovanym a ptecisténym EPS;

plna cara koresponduje s centrifugdtem (Van der Meulen et al., 2007).
3.2.3.3.2 Vysoce ufinna kapalinova chromatografie

Moderni kapalinovy chromatograf se zna¢né lis§i od pomérné€ jednoduchého zatizeni pou-
zivaného v klasické kapalinové kolonové chromatografii. Jak je zobrazeno ve schématu piistroje
v zakladnim provedeni na obr. 13, kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které zabezpecuji
transport mobilni faze (1 az 5), davkovani vzorku (6), separaci latek (7) a jejich detekci (9), za-
znam (10) a zpracovani dat (11). Mobilni faze z vhodného zasobniku (1) je davkovana vysokot-

lakym cerpadlem (2) vybavenym c¢idem k méfeni tlaku (3) pres filtr tuhych castecek (4)
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a pruto¢ny tlumic pulst (5) a pres zatizeni pro davkovani vzork (6) do chromatografické kolony

(7) a detektoru (9). Za detektor je eventualné mozno zaradit jimac frakci (Churacek et al., 1990).

Obr. 13: Blokové schéma jednoduchého kapalinového chromatografu. 1 — zasobnik mobilni
faze, 2 — vysokotlaké ¢erpadlo, 3 — ¢idlo pro méfeni pracovniho tlaku, 4 — filtr, 5 — prito¢ny tlu-
mic¢ pulsl, 6 — zafizeni pro davkovani vzorku, 7 — chromatografickd kolona, 8 — termostatova
skiin, 9 — detektor, 10 — zapisovaé, 11 — zatizeni pro zpracovani dat, napt. integrator (Churacek
et al., 1990).

HPLC chromatografie byla pouzita pro analyzu EPS BMK napf. v praci Meisena a kol.
(2008). Aparatura pouzita pro HPLC byla tvofena z kapalinového chromatografu WellChrom
od Knauer (Berlin, Némecko) obsahujici detektor indexu lomu (RI). Dv¢ analytické kolony pou-
zivané pro analyzu, Hypercarb s PGC stacionarni 0 Sifce 5 um a Eurokat s olovnatou formou
kationtli (opatiena piedkolonou stejné stacionarni faze) o Sifce 10 pm. Kolony byly v prib&hu
aplikace vytemperovany na konstantni teplotu pomoci sloupcového termostatu Jetstream Plus
Peltier v provozu v rozsahu od 15 do 85 °C (£ 0,5 °C).

Pro vSechny experimenty byla pouzita tfikrat destilovana voda. Pouzité¢ mobilni faze byly
0,1% trifluoroctova Kyselina pro kolonu Hypercarb a voda pro kolonu Eurokat. Jedno- i vice-
slozkové vodni standardni roztoky byly pfipraveny z monosacharidi (glukoza, galaktéza, mand-
za) a oligosacharidi (sachardza, maltéza) ve vodé o koncentraci v rozmezi od 0,2 mg.ml™
do 5,0 mg.ml™. Roztoky vybranych monosacharidi byly piipraveny ve smési methanol voda
Vv poméru 95:5. Detekéni limit metody dosahoval pii pouziti obou kolon hodnoty < 0,042 g.I'1
s opakovatelnosti 0,45 - 2,10 %.
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Bakterialni alginit byl o¢istén od bunék EPS” kmene Pseudomonas aeruginosa SG81,
dle postupu popsaného Wingenderem a kol. (2001). Bylo prokazano, ze pouziti olovéné kolony
(Eurokat Pb) za pouziti vody jako mobilni faze spolecné s RI detektorem umoziiuje oddéleni
neutralnich monosacharidii, jako jsou aldopentozy, aldohexd6zy, deoxymonosacharidy a N-
acetylaminohex6z, zatimco PGC kolona (Hypercarb) byla zjisténa jako nevhodné pro tuto sepa-
raci. Zkoumani vlivu matrixu riiznych sloucenin ukdzalo, ze chromatografické separace za pou-
ziti Eurokat Pb kolony v pfitomnosti monosacharidi a SO4* a Cl nejsou mozné. Uplatnéni PGC
kolony Hypercarb za pouziti trifluoroctové kyseliny jakozto mobilni faze s RI detektorem bylo
naopak uspésné pro analyzu uronovych kyselin a jim ptibuznych y-laktont. Byla prokazana za-
vislost disociace kyseliny uronové a octové na pH. Byla také stanovena rovnovaha uronovych
kyselin glukézy a mandzy a jejich korespondujicich y-laktonech ve vodném roztoku na pH
a koncentraci sloZzek. Pomoci zpisobu HPLC, ktery byl popséan, byl vytvofen uzZite¢ny zéaklad
pro charakterizaci alginati a dal$ich extracelularnich polysacharidii v mikrobialnich biofilmech.
Prace Meisena a kol. (2008) prokazala, ze kvantifikace L-guluronové kyseliny je mozné za pou-

ziti kalibra¢niho standardu mandzy namisto standardu L-guluronové kyseliny (Meisen et al.,

2008).

3.2.3.4 PCR metody

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Vy-
hodou této metody je ptfedevsim to, Ze je diky ni umoznéno ziskat pozadovanou a specifickou
sekvenci genomové DNA bez jejiho pfedchoziho klonovani ve vektorech. Princip PCR je zalo-
Zen na replikaci nukleovych kyselin, coz je zakladni molekularni proces vSech zivych organis-
mu. Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézci vybranych usek
dvouretézcové DNA ve sméru 5° — 3’ prostiednictvim DNA-polymerazy. Studovany usek nuk-
leotidové sekvence je vymezen piipojenim dvou primertl, jeZ se vazou na protilehlé fetézce DNA
tak, Ze jejich 3" konce sméfuji proti sob&. Po ptidani DNA-polymerazy a nukleotidi pak probiha
syntéza novych vlaken na obou matricovych fetézcich protismérné (Smarda et al., 2005).

PCR je proces, pii némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji 3 kro-
ky, béhem nichz probihaji 3 odli$né déje s riznymi naroky na teplotu. Prvnim z nich je denatura-
ce dvoufetézcovych molekul DNA (94 °C), dal§im krokem je pfipojeni primerii k oddélenym
fetézctim DNA (30 — 65 °C) a poslednim je syntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-
polymerazy (65 — 75 °C). Vyslednymi produkty PCR jsou amplikony — useky DNA, jejichz pfi-

tomnost je v reakéni smési prikaznad stanovenim jejich velikosti elektroforézou v agarézovém
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nebo polyakrylamidovém gelu, pfipadné kvantitativnim méfenim mnozstvi produktu v realném
Zase (Smarda et al., 2005).

PCR bylo pro analyzu EPS BMK vyuzito napiiklad ve studii Van der Meulena a kol.
(2007). PCR byla provedena s pouzitim ruznych primert cilenych na 5 gent (zobrazenych
v tabulce 3) kodujicich produkci HoPS i HePS na 174 kmenech BMK, jez jsou uvedeny
v tabulce 4. BMK byly izolovany z belgickych a rumunskych mlécnych a obilnych produkti
zahrnujicich syrové mléko (23 kmenit), fermentované mléko (14 kmenti), smetanu ke Slehani (47
kmenil), syry (5 kmenii) a syrové tésto (85 kmenti). VSechny BMK byly izolovany na MRS aga-
ru (Messens et al., 2002). Byla provedena PCR amplifikace celkem péti par primerd. Jako kon-
troly byly pouzity nasledujici kmeny: Streptococcus thermophilus ST111, LY03 (epsA geny
a geny podkladové glykosyltransferazy), Lactococcus lactis subsp. lactis 11.2 (epsB gen),
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranium LMG 7939 (geny glukansachar6zy) a Lacto-
bacillus sanfranciscensis 30 (geny fruktansachar6zy). Produkty amplifikace, tedy PCR ampliko-
ny byly pozorovany za pomoci gelové elektroforézy v 1% agarézovém gelu (Gevers et al., 2001;

Van der Meulen et al., 2007).
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Tabulka 3: Piehled 5 paria primeru vyuZitych ke screeningu EPS (Van der Meulen et al.,

2007).
Sekvence (orientace 5°-3") Geny Zdroje
F: GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC Kralj a kol
Glukansacharo6za '
R: ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG (2003)
F: GAYGTITGGGAYWSITGGC Tieking
Fruktansachardza |a kol.
R: TCITYYTCRTCISWIRMCAT (2003)
F: TAGTGACAACGGTTGTACTG Low a kol
EpsA '
R: GATCATTATGGACTGTCAC (1998)
F: CGTACGATTCGTACGACCAT Deveau
EpsB a Moineau
R: TGACCAGTGACACTTGAAGC (2003)
F-TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC Provencher
Podkladova glyko-
i a kol.
R: AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA syltransferaza (2003)

F: pfimy smér, R: reverzni smér
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Tabulka 4: Piehled izolati BMK (Van der Meulen et al., 2007).

Bakterialni kmen Pocet izolati
Enterococcus durans 10
Enterococcus faecialis 1
Enterococcus faecium 2
Enterococcus saccharominimus 2
Lactobacillus acidifarinae 1
Lactobacillus brevis 25
Lactobacillus curvatus 4
Lactobacillus farciminis/mindensis 3
Lactobacillus helveticus 4
Lactobacillus paracasei 2
Lactobacillus paralimentarius 9
Lactobacillus plantarum 28
Lactobacillus sakei 5
Lactobacillus sanfranciscensis 10
Lactobacillus zymae 1
Lactcoccus lactis 40
Lactococcus garviae 1
Leuconostoc citreum 7
Leuconostoc mesenteroides 4
Leuconostoc pseudomesenteroides 7
Pediococcus pentosaceus 6
Pediococcus acidilactici 1
Weissella confusa/cibaria 1

Bylo zjisténo, ze 29 kmeni BMK ze 174 izolatt obsahuje v DNA geny kodujici glukans-
achardzu nebo fruktansacharézu, jez jsou zodpovédné za syntézu HoPS. U 75 kmeni byla dale
prokdzana v DNA ptitomnost jednoho nebo vice genli kodujicich enzymy tcastnici se biosynté-

zy HePS (Van der Meulen et al., 2007).
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Bohuzel, analyzy izolati neodhalily zadné specifické vztahy mezi typem a pivodem
kmentl, pfitomnosti ¢i nepfitomnosti syntézy HoPS a HePS, ani mezi pfitomnosti ¢i nepfitom-
nosti gent pro produkci EPS (Van der Meulen et al., 2007).

Byla prokazana ptesnost parii primert zamétenych na spravny gen v ramci nékolika dru-
hi BMK, dokonce i u zastupci, u kterych to nebylo ptedpokladano. Byly téz rozpoznany kmeny
ovladané geny spojené s biosyntézou HoPS i HePS. Bakteridlni kmeny schopné produkovat
2 avice typu EPS (jednoho druhu, nebo i kombinace HoPS a HePS) jsou velmi zajimavé
Z komercniho hlediska, obzvlast pokud plsobi zaroven na kvalitu potravinarského produktu
I maji pozitivni u¢inky na lidské zdravi (Van der Meulen et al., 2007).

Béhem této studie bylo navic zjisténo, ze geneticky screening mize vytvaret také falesné
pozitivni vysledky, jeZ mohou byt rozdéleny do dvou skupin. Prvni zahrnuje kmeny, které gene-
ruji pozitivni PCR signdl, ale sekvence fragmentu DNA nekoresponduje s cilenym genem. Druha
skupina nepravych pozitivi obsahuje mikroorganismy, jez maji ve struktute DNA geny pro pro-
dukci EPS, ale neprodukuji je. Byvaji oznaCovany jako tzv. ,bezvyrazné“ kmeny. Ptestoze
Vv popisované studii se moc falesnych pozitivii neobjevovalo, metoda genetického screeningu by
mela byt vzdy doprovazena jesté¢ dalSi metodou, kterd odliSuje kmeny doopravdy produkujici
EPS od ostatnich, napt. GPC (Low et al., 1998; Meulen et al., 2007).

Geneticky screening miize byt uzitenym nastrojem k prvotnimu vybéru mezi velkym
mnoZzstvim mikroorganismii (BMK) (Van der Meulen et al., 2007).

Aplikovana GPC metoda screeningu umoznila detekci EPS o koncentraci az 20 mg.1™
za méné nez 2 hodiny, coZ ji déld vhodnou metodou pro rychly screening. Technika GPC scree-
ningu také umoznila okamzity odhad molekularni hmotnosti EPS. Tato informace muize hrat
dalezitou roli pfi vybéru kmenid produkujicich EPS, protoze kmeny s vysokou molekularni
hmotnosti EPS vykazuji dobré vysledky pfi zvySovani viskozity mlécnych produkti (Tuinier
etal., 2001; Jolly et al., 2002).

3.2.3.5 Gravimetrie

Principem gravimetrie je vysraZzeni piec€isténych EPS pomoci etanolu ¢i acetonu se stano-
venim jejich mnozstvi gravimetrickou koncovkou. Metoda je pouzivéana zfidka, nebot’ je pomér-
né pracnd a jeji vysledky jsou ovlivnény Gc€innosti izolace EPS od interferujicich polysacharida
zivného média. Je proto vhodné ke kultivaci mikroorganisma pouzivat polodefinovand média,

jez jsou prosta téchto interferujicich sloucenin (Paulo et al., 2012).
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4 ZAVER

Ke stanoveni exopolysacharidli bakterii mlééného kvaseni byva vyuzivano jak kvalitativ-
nich, tak kvantitativnich analytickych metod. Mezi metody kvalitativni analyzy byvaji fazeny
metody plotnové, viskozimetrické, chromatografické (jeZ nalezi zaroven i do skupiny kvantita-
tivnich metod), skenovaci (rastrovd) elektronova mikroskopie a konfokalni laserova mikrosko-
pie. Infradervena spektroskopie, kolorimetrie, chromatografické metody, gelova permeacni
chromatografie, vysoce G¢inna kapalinova chromatografie a PCR metody nalezi do metod kvan-
titativnich.

Vyhody metod plotnovych zahrnuji rychlost a jednoduchost priikaznosti produkce EPS,
ale bohuzel vysledky metod tohoto typu jsou pouze orientacni, jelikoz tento zptisob identifikace
zachyti pouze kmeny BMK produkujici velké mnozstvi EPS. Pravdépodobné nejefektivnéjsimi
metodami kvalitativni analyzy jsou metody mikroskopické. Skenovaci elektronova mikroskopie
vyzaduje malé mnozstvi vzorku, ten vSak musi byt dokonale vysuSen, konfokalni laserova mi-
kroskopie je diky vyuziti laseru jako zdroje svétla velmi rychlé a pfesnd a umoziiuje méfit ptiro-
zeng hydratované vzorky.

Z metod analyzy kvantitativni byla zminéna metoda kolorimetricka, jez je rychld, financ-
né nenaro¢na a dostate¢né citliva. V porovnani s metodou FTIR spektroskopie je vSak méné
presna. Ani jedna z metod vSak nedokaze rozlisit HoPS a HePS. Gelova permeacni chromatogra-
fie (GPC) je o néco méné piesna a vyzaduje filtraci pfed samotnou analyzou, ale pfesto umoZznu-
je spolehlivé, rychlé a relativné jednoduché ziskani vysledku. Z chromatografickych metod, kte-
ré mohou byt pouzivany jak pro analyzu kvalitativni, tak i1 kvantitativni, byla zminéna vysoce
ucéinna kapalinova chromatografie (HPLC), ktera je vysoce pfesna, avSak materialové nakladnéj-
vedeni a s tim souvisi 1 zdlouhavost metody. Nevyhodou jsou téz faleSné€ pozitivni vysledky.

Témét kazdd metoda ma svoje vyhody stejné tak, jako i nevyhody. Na zéklad¢ shromdz-
dénych informaci 1ze konstatovat, ze hypotéza byla splnéna. K nejefektivnéjsim a nejrychlejsSim
metodam kvalitativni analyzy patfi metody mikroskopické, které ani nejsou moc materidlové
naro¢né. K nejvyhodnéj$im metodam kvantitativni analyzy pak patii metody FTIR spektroskopie

¢i PCR.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BMK = bakterie mlé¢ného kvaseni

CLM = konfokalni laserova mikroskopie

CPS = kapsularni polysacharidy

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina

EPS = exopolysacharidy

EPS” = exopolysacharidy neprodukujici

EPS" = exopolysacharidy produkujici

FTIR = Fourier transform infrared (Fourierova transformacni infraCervena spektroskopie)
GPC = gelova permeacéni chromatografie

HePS = heteropolysacharidy

HoPS = homopolysacharidy

HPLC = vysoce ucinnd kapalinova chromatografie

SEM = skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie
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